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ra s 和-cerbB2癌基因转录水平及其产物 P21 和 P185 癌蛋白表达的变化, 结果表明, 两种癌基因在
MGcx80-3 细胞中活跃表达, 亚硒酸钠能抑制 c-Ha-ras 和-cerbB2 癌基因的转录水平及 P21 和
P185 癌蛋白的表达, 这对于诱导胃癌细胞向正常细胞方向逆转具有重要意义。
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参见文献[ 3]方法,亚硒酸钠处理实验组细胞 3 d .
1. 2　细胞原位杂交检测 c-Ha-ras和-cerbB2癌基因
c-Ha-ras基因的制备　参照文献[ 4] , 从重组质粒 pEGX-2T 中提取、纯化和回收目的基
因 c-Ha-r as 片段。
c-erbB2基因的制备　参照文献[ 4] ,用 PCR方法扩增 c-erbB2基因片段。
DNA 探针的标记　参照文献[ 4] ,用随机引物法以地高辛标记 c-Ha-ras和 c-erbB2基因
片段。
细胞原位杂交　细胞径甲醇-丙酮( 1∶1)固定 10 min,蛋白酶 K( 20 mg / L ) 37℃消化 10
min, 0. 2%甘氨酸洗涤, 4%多聚甲醛固定 30 min,预杂交( 3 xSSC, 1 xDenhar dts, 45%甲酰胺,
1% Blocking , 0. 5%SDS, 100Lg/ m l剪切并变性的鲑精DNA) 2 h,再于42℃杂交(标记的 c-Ha-
ras和-cerbB2探针100℃变性 10 min,冰浴3 m in,加入预杂交液)过夜, (空白对照用预杂交液
替代)。
¹ 本文 1996-06-15收到
显色与观察　样品经 3 xSSC/ 45%甲酰胺 42℃, 2 xSSc 25℃, 0. 2 xSSc 50℃洗涤干燥后,
于 1∶5 000的抗地高辛抗体(偶联 AKPase)温育 0. 5 h,在 NBT (四氮唑蓝)和 BCIP( 5 溴-4
氯-3吲哚酚磷酸-4甲苯胶盐)溶液中避光显色 16 h, 光镜观察、拍照。
1. 3　免疫胶体金标记 c-Ha-r as 和-cerbB2癌蛋白
胶体金标记和观察　细胞经 4%多聚甲醛和 1%戊二醛混合固定 20 min, 0. 05%T ritonX
- 100增透 5 min, 1% BSA 封闭 30 min,分别滴加一抗(抗 c-Ha-ras 蛋白鼠单克隆抗体和抗 c-
erB2 蛋白兔多克隆抗体) 4℃孵育 2 h, 再室温 2 h, 0%BSA 封闭 30 min, 滴加二抗(羊抗鼠
IgG-Á 50胶体金, 37℃孵育 2 h,硝酸银显影 5 m in, H . E 染色,光镜观察, 拍照。(空白对照以
TBS 替代一抗)。
癌蛋白表达量的计算　参照文献[ 5]方法.随机计算 1 000个细胞阳性率,并取 100个阳
性细胞计数其中银颗粒数(颗粒数 0～5)为( - ) , 5～10为( + ) , 11～20为( + + ) , 20～30为
( + + + ) , 30以上为( + + + + ) ,计算癌蛋白总表示达量:
蛋白表达量= ( + )细胞数%×1+ ( + + )细胞数%×2+ ( + + + )细胞数%×3+ ( + + +
+ )细胞数%×4。
2　结　果






2. 2　亚硒酸钠对人胃腺癌细胞中 c-Ha-ras和-cer bB2癌蛋白表达的影响
结果显示,亚硒酸钠处理前后 c-Ha-ras和-cer bB2癌基因产物 P21和 P185癌蛋白表达发
生明显变化。MGc80-3细胞中, P21和 P185癌蛋白表达水平高,细胞阳性率为 100%, 细胞中
银颗粒较多, 弥散分布于细胞表面,部分位于胞浆中,处理后大多数细胞呈阴性反应,细胞阳性




Tab. 1 T he changes o f cellular po sitive r ate and onco-pro tein befor e and safter MGc80-3 cells w ere t reated
　　　　by sodium selenite
细胞阳性率( % ) 总蛋白量 下降率( % )
处理前 处理后 处理前 处理后 阳性率 总蛋白量
c-Ha-ras 100 44. 3 365 85 55. 7 76. 7
c-erbB2 100 40. 0 345 80 60. 6 76. 8
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3　讨　论
胃癌及其细胞系中涉及了一些规律性的变化,包括 P53突变, Ha-ras、N-ras和 Ki-ras 突
变激活及P21异常表达,两个生长因子受体家族的癌基因( EGFR, erB2)扩增和蛋白的过度表








erbB2癌基因的转录水平及其产物 P21和 P185癌蛋白的表达,结果表明, M Gc80-3细胞中,
这两种癌基因被激活并活跃地表达。这可能是促使 MGc80-3细胞持续分裂、维持低分化以及
表现恶性表型的主要原因之一。亚硒酸钠作为诱导剂,不仅可以抑制癌细胞的迅速增殖,改变
其恶性表型, 诱导其向正常方向分化[ 3] ,而且可以影响胃癌细胞中 c-Ha-ras和 c-erbB2癌基因
及其产物 P21和 P185癌蛋白。
ras基因族是发现最早、研究最多的癌基因,在人类肿瘤的发生和发展过程中扮演了重要
角色。研究表明[ 11] , ras癌基因产生的 P21蛋白能与 GT P 和 GDP 结合,并有 GT P 酶活性,当
P21和GTP 结合时,传出促使细胞分裂与增殖的信息,同时GTP 被分解为GDP,此时, P21虽
也能与 GDP 结合, 但它的促生长信息终止。因此, 在正常细胞中, P21通过不断与 GT P 或
GDP 结合,起到有节制地调节细胞分裂作用。当 ras基因发生点突变,活化的 P21分子中甘氨
酸被其它氨基酸取代,结果丧失了其氨基酸末端的一螺旋, 与 GT P 结合力减弱, GT P 酶活性
也减低,这样较难使 GT P 分解成 GDP,自身调节作用受阻,从而使细胞无休止地分裂和增殖。
本实验结果显示, M Gc80-3细胞中 ras癌基因的转录水平较高, P21蛋白也高水平表达,细胞
阳性率为100% ,蛋白主要位于细胞表面。而亚硒酸钠处理细胞中, ras癌基因转录水平被显著
















物为P185蛋白, 具有酪氨酸蛋白激酶( T PK)活性, 与表皮生长因子受体( EGFR)功能相似, 其
激活途径主要是基因扩增。Houldw or th 和 Park 均证实该基因激活与mRNA 和 P185蛋白水
平表达存在着密切关系 [ 6, 9] , 本文结果也与此吻合,既: M Gc80-3 细胞中, c-erbB2基因的 mR-
NA 表达水平高, P185蛋白高水平表达, 细胞阳性率为 100%。而亚硒酸钠处理后,癌基因的转
录和 P185蛋白的表达都呈低水平, 细胞阳性率下降了 60. 0%, 蛋白量也下降了 76. 8% ,这一
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方面表明亚硒酸钠对 c-erbB2癌基因的有效抑制, 另一方面体现 P185蛋白的表达可反映 c-
erbB2基因的状态, Peter 用 RNA 位点杂交方法证实了随着恶性黑素瘤的发展, EGFR 表达增
加, c-er bB2参与了皮肤良性痣向恶性转变的过程[ 14] , 而且在胃癌中也常见 EGFR 过度表
达[ 15 ]。因此,我们认为,通过 c-erbB2癌基因的MGc80-3细胞中的激活表达和P185蛋白的过






, 也与 ras 癌基因分析结果相符合, 揭示人为地抑制癌基因的表达可能使癌细胞更容易
进入分化轨道。
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T he Effect of Sodium Selenite on c-Ha-ras and c-erbB2
Oncogenes and T heir proteins in Human
Gastr ic Adenocarcinoma Cells
Wu Qiao　　Wang Deyao
( I nstitute of cell B ilo. X iamen Univ , X iamen　361005)
　　abstract　By using cell hybridizat ion in situ and Cilloidal Gold Immunolabelling
technique, the changes of tr anscriptional level of c-Ha-ras and c-ebrB2 oncogenes and expres-
sion o f oncogene product P21 and P185 pr oteins, were detected, before and after human gas-
tr ic adenocarcinoma cells w ere tr eated w ith sodium selenite. The result indicated that these
oncogenes w ere act ively expressing in MGc80-3 cel ls, and sodium selenite could inhibit the
t ranscript ion of c-Ha-ras and c-erbB2 gene, and the expression o f P21 and P185 pro teins. It is
important to induce human gastr ic adenocar cinoma cells rever sed tow ar ds normal cells.
Key words　Sodium selenite, MGc80-3 cell, c-Ha-ras, c-er bB2
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图版说明
图 1, 3　在 MCc80-3细胞中, c-Ha-ras (图 1)和 c-erbB2(图 3)两种癌基因的 mRNA 高水平表达, 表
现在酶反应强, 反应产和密集,定位于细胞质, 而细胞核透明,无酶反应。×2 000
图 2, 4　亚硒酸钠处理的细胞中 , c-Ha-ras(图 2)和 c-erbB2(图 4)癌基因的 mRNA 低水平表达,酶反
应显著减弱, 但定位不变,×2 000
图 5, 7　在 MCc80-3细胞中, P21(图 5)和 P185(图 7)癌蛋高水平表达,细胞阳性率为 100%银颗粒
较多, 主要分布在细胞表面,×2 000
图 6, 8　亚硒酸钠处理的细胞中, P21(图 6)和 P185(图 8)癌蛋高水平表达, 细胞阳性率下降了
55. 7% ( c-Ha-ras)和 60. 0% ( c-erbB2) , 细胞中银颗粒显著减少,定位不变。×1 000
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